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研究成果の概要（和文）： 
  我々は、Foxo1 が様々な翻訳後修飾を受け、その活性が制御されることを解明してきた。
本研究では、アセチル化 Foxo1の PKB によるリン酸化亢進、さらに、Foxo1がアルギニンメ
チル化酵素・PRMT1 によってメチル化されるとリン酸化が阻害されることを示した。また、
酸化ストレスによって PRMT1が Foxo1をメチル化し、アポトーシスが誘導されることを明ら
かにし、メチル化とリン酸化がクロストークする新しいアルギニンメチル化コードを提唱した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have found the ubiquitin-dependent degradation of the forkhead transcription 
factor・Foxo1 coupled with the phosphorylation mediated via PKB that is activated by 
insulin-mediated signaling pathway and set out a new mode of insulin action that affects 
the fate of protein stabilization. We discovered the reduced affinity to the recognition DNA 
sequence of Foxo1 acetylated by CBP, leading to gene repression of the target genes and 
demolished the general concept that acetylation of transcription factors induces gene 
activation. We also demonstrated the re-activation of Foxo1 deacetylated by 
NAD+-dependent Sir2. In the present study, we revealed that acetylated Foxo1 is 
increasingly phosphorylated by PKB and that Foxo1 is methylated by protein arginine 
methyltransferase・PRMT1 and then the phosphorylation of Foxo1 by PKB is inhibited by 
the methylation. Furthermore, we illustrated the apoptosis induction mediated by the 
increased arginine methylation of Foxo1 by PRMT1 in response to H2O2 oxidative stress 
through the Bim gene activation and proposed a novel arginine methylation code as a 
cross-talk regulation between methylation and phosphorylation. 
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環境刺激に対して細胞が応答する仕組みは、
シグナルを細胞膜上または細胞内で感知・受
容し、的確に核内に伝達し、統合されて初め
て作動する。ゲノム情報に多様性を与えるに
は、クロマチン構造の変化に伴う転写活性
化・抑制化の「場」の設定と、そこにアクセ
スする転写因子（共役因子）や複合体形成の
選択的な作用が必要である。クロマチン構成
因子の一つであるヒストンは、リン酸化、ア
セチル化、メチル化、ユビキチン化等、多重
に修飾されることは古くから知られていた。
しかし、ごく最近、それらの修飾が（例えば、
H3 の 9 番目のリジンがメチル化を受けると
リジンはアセチル化を受けない；H3 の 9 番
目のリジンのアセチル化は 10 番目のリン酸
化を亢進させる等）相互に影響しあい、クロ
マチン構造は動的に制御されていることが
次々と明らかにされ、ヒストンコード仮説が
提唱されている。 
  線虫などのモデル動物を用いた遺伝学
的解析より、Foxo1が寿命の延長に関与する
ことも示されていることから、唯一の寿命延
長手段であるカロリー制限（すなわちインス
リンシグナルレベルの低下）と、老化のメカ
ニズムをつなぐ key factorとしてもFoxo1が
クローズアップされてきた。実際、当研究室
では、Foxo1/Sir2との転写レベルでの共役作
用を発見し（PNAS 2004）、DECODE 回路
の生理的意義を提唱可能と考えた。 
  現在、寿命、糖尿病、細胞周期など様々
な研究分野において、Foxo1の直接的な関わ
りが示されている。Foxo1のリン酸化による
転写制御機構は、1999 年に米国の複数の研
究グループから報告された。その後、糖代謝
（糖尿病）との関連については米国の Accili
らのグループ、また酸化ストレス制御（寿命）
に関しては米国の Finkel らのグループが世
界をリードしてきた。しかし、いずれも Foxo1
のリン酸化のみに着目した研究成果であり、
アセチル化、脱アセチル化、ユビキチン化と
いった多重修飾と恒常性維持を関連させ、高
次の転写制御メカニズムを同定・解析してい
るグループは世界的にみても例が無かった。 
  当研究室では、1996年に転写制御因子・
CBP（CREB-binding protein）の複合体因
子の探索を開始し、多様な核内因子との相互
作用を同定した。先ず、核内受容体・HNF4
（hepatocyte nuclear factor 4）の転写コア
クチベーターとして CBP が作用することを
明らかにした（BBRC 1997）。次いで、転写
制御因子としてのβ-カテニンに対し CBPが
共役因子として作用（JBC 2000）すること
や、Nrf2（Genes Cells 2001）やユーイング
肉腫の原因遺伝子産物・EWS（JBC 2003）
のコファクターとして機能することを解明
してきた。 
 
２．研究の目的 
  我々は、『フォークヘッド（FOXO）ファ
ミリー転写因子・Foxo1 が CBP と結合して
アセチル化されることで、転写活性が抑制さ
れる』ことを発見し、【アセチル化＝転写活
性化】という一般的定説を覆した（PNAS 
2004）。さらに我々は、Foxo1 がリン酸化と
共役してユビキチン化される事を解明した
（PNAS 2003）（下図）。また、当研究室の
EWS の相互作用因子解析から、アルギニン
メチル化酵素等が単離され、転写因子が多重
修飾を受ける可能性を見出している。そこで、
本研究は『転写修飾を介したホメオスタシス
を制御する DECODE 回路』の生物学的意義
を明らかにし、転写制御メカニズムの新しい
パラダイムの創出を目指すことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)アルギニンメチル化酵素活性の測定：
GST-PRMT タンパク質を大腸菌で産生し、
精製することで酵素タンパクとした。標的
タンパク質を細胞内で、または大腸菌で調
整し、３H ラベルされたメチル基供与体・
S-adenosyl-L-methionine（SAM）を加え
て反応させ、電気泳動後にオートラジオグ
ラフィーで感光させて検出した。 
 
(2)転写活性の測定：luciferase（Luc）活性
を指標に、目的プロモーターを含むプラス
ミドを培養細胞にトランスフェクションし
た。細胞抽出液を回収後、Luc 活性を測定
した。 
 
(3)タンパク質相互作用の検出：GST 融合タ
ンパク質を精製し、標的タンパク質の発現
ベクターを細胞にトランスフェクションし
て細胞抽出液を調整した。GST沈降法によ
って、タンパク質間の親和性や結合領域を
同定した。また、特異的抗体を作製し、免
疫沈降法によって細胞内のタンパク質の相
互作用を検証した。 
 
(4)タンパク質因子の細胞内局在の同定：
GFP や mCherry 等の蛍光タンパク質のタ
グを標的タンパク質の N-末端または C-末
端に付加し、蛍光顕微鏡で観察して撮影し
た。 
 
(5)in vivo Lucアッセイ：プロモーター-Luc
プラスミドをリンガー液に溶解し、麻酔下
のマウス尾静脈に注入した。麻酔から覚醒
後、絶食や摂食等を行い、in vivo imaging 
system（IVIS）で測定した。 
 
４．研究成果 
（1）Foxo1 のアルギニンメチル化酵素
  
（PRMT）による機能制御に関する研究 
  CBPや HNF-4に加えて、Foxo1のコフ
ァクターである PGC1α が、PRMTの基質と
してアルギニンメチル化されることが報告
されていた。そこで、Foxo1 も PRMT の基
質になり、直接活性が制御されうるのではな
いかという仮説を立て、in vitroや in vivoの
結合実験を行った結果、Foxo1と PRMT1お
よびPRMT6が相互作用することが明らかに
なった。さらに、Foxo1のアルギニンメチル
化修飾を検討したところ、PRMT1 が特異的
に Foxo1をメチル化することが判明した。次
いで、Foxo1に存在するどのアルギニン残基
がメチル化されるかを検討するため、種々の
変異体を作製してメチル化アッセイを行っ
た結果、PKB/Aktリン酸化コンセンサスモチ
ーフと重複している RxRがメチル化された。 
  そこで我々は、RxRの 2カ所のアルギニ
ンのメチル化が、PKB/Aktによるリン酸化に
なんらかの影響を与えるのではないかと考
え、248番目と 250番目のアルギニン残基を
ジメチル化した Foxo1 ペプチドを合成して
PKB/Akt によるリン酸化の効率を検証した。
その結果、非常に興味深いことに、メチル化
させたペプチドでは PKB/Akt によるリン酸
化がほぼ完全に阻害された。さらに、PRMT1
でメチル化させておいた GST- Foxo1タンパ
ク質を基質に用いて、リン酸化反応を行い検
証したところ、PKB/Aktによるリン酸化は有
意に抑制された。 
  Foxo1 は PKB/Akt によってリン酸化さ
れると細胞質に移行し、ポリユビキチン化さ
れて 26S プロテオソームによって分解され
ることから、PRMT1 のノックダウンの実験
等を用いてリン酸化以降の PRMT1の役割を
検討した。その結果、PRMT1 依存的なアル
ギニンメチル化は、Foxo1の核外移行に伴う
ポリユビキチン化によるタンパク分解への
一連の過程を抑制的に制御していることが
明らかになった。さらに、Foxo1のアルギニ
ンメチル化による活性制御の生物学的意義
について検証したところ、アルギニンメチル
化による PKB/Akt リン酸化阻害を介した
Foxo1の活性制御が細胞の酸化ストレス応答
機構の一端を担っていることが示唆された。 
 
（2）絶食・摂食による糖新生系遺伝子の発
現制御 
  HNF4 は、糖新生律速酵素（G6Pase）
の転写を活性化する一方、解糖系酵素(GK)の
転写を活性化するという報告もある。糖新生
（糖生合成経路）と解糖系（糖分解経路）は
逆の経路であり、糖新生の律速酵素・G6Pase
遺伝子の転写はインスリン非存在下
．．．．
（絶食
時）で活性化され、解糖系の律速酵素・GK
遺伝子の転写はインスリン存在下
．．．
（摂食時）
で活性化される。我々は、一つの転写因子
（HNF4）が同時に活性化されない２つの遺
伝子を活性化することに着目し、この制御機
構を明らかにすることを目的に実験を行っ
てきた。そして、Foxo1が HNF4に対して遺
伝子依存的に相反する効果を発揮すること
を見出した。すなわち、G6Pase 遺伝子にお
いて、Foxo1とHNF4の転写を相乗的に活性
化し、反対に GK遺伝子ではHNF4の転写を
抑制する。また、これらの効果は、インスリ
ン刺激による Foxo1 のリン酸化とそれに伴
う細胞質移行を介して解除される。 
  さらに我々は、Foxo1の効果を遺伝子依
存的に変化させる要因を探索した。G6Pase
遺伝子プロモーターには Foxo1 と HNF4 の
両因子の結合配列が存在している。しかし、
GK遺伝子プロモーターにはHNF4結合配列
は存在するが、Foxo1結合配列は存在しない。
このことから、Foxo1 結合配列の有無が
Foxo1の効果を遺伝子依存的に変化させてい
ると予想した。レポーターアッセイによる検
証の結果、G6Pase 遺伝子プロモーターから
Foxo1結合配列を欠失させると、HNF4転写
活性に対する Foxo1の効果が“活性化”から
“抑制化”へと変化した。従って、Foxo1は
HNF4・Foxo1 結合配列のコンビネーション
を認識してその活性を変化させている可能
性が示唆された。これらの結果を、マウスを
用いて絶食・摂食という『食シグナル』の影
響を検証するため、Hydrodynamic法による
in vivo Lucアッセイを確立させた。この方法
を利用し、上記の G6Pase遺伝子プロモータ
ーおよびプロモーター変異体プラスミドを
マウスに導入して肝臓におけるプロモータ
ー活性の変動を IVISで測定した。その結果、
絶食時には G6Pase遺伝子プロモーターが活
性化し、GK 遺伝子プロモーターが抑制され
ること、逆に摂食時では G6Pase遺伝子プロ
モーターが抑制化され、GK 遺伝子プロモー
ターが活性化することが分かった。また、各
転写因子結合配列変異レポーターでは、シグ
ナル応答性が消失していた。このことから
『食シグナル』への応答性がプロモーターの
転写因子の結合性に大きく依存しているこ
とが明らかになった。 
  これら一連の実験から、我々は Foxo1と
HNF4 を中心とした糖代謝制御モデル提唱
した（下図）。 
 
  
（3）EWSの PRMTによる機能制御に関する
研究 
  ヒト EWS タンパク質は 656 アミノ酸か
ら構成され、その C末端側に RNA結合タン
パク質に特徴的な RNA 認識モチーフや３カ
所の Arg-Gly-Gly 配列（RGG box）を有す
る。一方、N末端側は転写活性化因子に共通
してみられるグルタミンに富む領域を有し、
この領域だけでも強力な転写活性化を示す
事が知られているが、EWS タンパク質本来
の機能的役割は長らく不明であった。 
  我々は、これまでに EWS が転写制御の
中核的因子である CBP/p300や RNA pol IIa
とその N 末端領域で相互作用することによ
り複合体を形成し、DNA 結合型転写因子
HNF4 を足場として CBP と協調的に転写を
活性化する転写共役因子としての機能を有
することを明らかにしてきた。 
  我々は、酵母 two-hybrid スクリーニン
グ法により EWS に相互作用する分子として
PRMT1を同定し、in vitroで EWSの RGG 
boxが PRMT1によりメチル化されることを
確認した。次いで、EWS の持つ転写活性化
に対する PRMT1 の影響を調べたところ、
PRMT1 の共発現により EWS のコアクチベ
ーター活性が抑制された。EWS は通常核内
に局在するが、PRMT1 の共発現により細胞
質内にも局在する現象が観察された。この局
在変化は、メチル化阻害剤である MTA の添
加、及び PRMT1触媒ドメイン内の SAM結
合配列を置換した不活性変異体の共発現に
より抑制された。即ち EWS は、PRMT1 に
よるメチル化修飾が引き金となって、その細
胞内局在を変化させたために、自身のコアク
チベーター活性が抑制されたと示唆された。
また、PRMT遺伝子ファミリーの一つである
膜接合型 PRMT8 が、EWSを in vitro でメ
チル化することが判明した。 
 
  我々が明らかにしたアルギニンメチル
化による Foxo1のリン酸化阻害機構は、新し
い制御メカニズムとして大きな役割を果た
す可能性がある。PKB/Aktは生理学的に重要
な多数のタンパク質を基質として、リン酸化
によって、細胞増殖をはじめとした機能をコ
ントロールしているため、Foxo1のみならず、
RxRxxS/Tモチーフをもつ全ての Akt基質タ
ンパク質に適用されるポテンシャルを秘め
ている。さらに、PKB/Aktリン酸化コンセン
サス配列にアルギニンメチル化部位が重複
していることから、アルギニンメチル化-リン
酸化制御が新しい機能コードとしての役割
を果たしているのではないかと考えている。
特に、非対称型アルギニンメチル化と
PKB/Aktリン酸化された部位において、脱リ
ン酸化後の再リン酸化は生じない可能性が
あり、シグナルの“メモリー”として機能す
ることが予想される。 
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